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(g) Verfahren und Vorrichtung zum Nachweis von Analyten in Flussigkeiten. 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis von Analyten (und partikularen Analy- 
ten) in Flussigkeiten durch optische Oder elek- 
trochemische Verfahren. Die nachzuweisenden 
Analyte reagieren mit einem den Analyten spezi- 
fisch bindenden Angenz, das entweder auf ei- 
ner Sensoroberflache immobilisiert ist oder 
sich in der zu untersuchenden Flussigkeit befin- 
det. In beiden Fallen fuhrt die Reaktion zu einer 
Sperrwirkung, so daB die Zuganglichkeit der 
Sensoroberflache fur signalvermittelnde Stoffe 
eingeschrankt wird. 
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Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren 
zum Nachweis von Analyten und partikularen 
Analyten in Flussigkeiten gemaR dem Oberbegriff 
des Anspruchs 1 sowie eine Vorrichtung gemaR dem 
Oberbegriff des Anspruchs 24. 5 

Die WO 89/0871 3 (PCT/US 89/01057) beschreibt 
amperometrische Analyseverfahren und Vorrichtun- 
gen zu Bestimmung der Konzentration von Glukose, 
Cholesterin und anderen Analyten im Blut. Die Vor- 
richtungen bestehen aus einmal zu verwendenden 10 
Sensoren und einem wieder verwendbaren, tragba- 
ren MeRgerat. Die nachzuweisenden Analyte, Gluko- 
se bzw. Cholesterin, werden durch ein zugesetztes 
Oxidationsmittel enzymatisch oxidiert. AnschlieRend 
wird das reduzierte Oxidationsmittel elektrochemisch 15 
reoxidiert, wobei eine definierte Spannung angelegt 
und die resultierende diffusionskontrollierte Strom- 
starke gemessen wird. Die Spezif itat dieses Verfah- 
rens beruht auf der Spezif itat der enzymatischen Re- 
aktion und ist daher auf solche Stoffe begrenzt, die 20 
sich enzymatisch oxidieren lassen. 

Die WO 84/04391 (PCT/US 84/00374) beschreibt 
Verfahren zur Bestimmung von Aggregaten partikula- 
rer Stoffe, wie sie z.B. auch bei der Immunreaktion 
entstehen konnen. Die Messungen werden an indivi- 25 
duellen Aggregaten, die zu einer bestimmten Klasse 
gehoren, vorgenommen. Hierzu wird ein representa- 
tives Feld der Suspension in dicht benachbarte MeR- 
punkte aufgeteilt. Die zu messende GroRe wird fur je- 
den MeRpunkt getrennt bestimmt, gespeichert und 30 
mit Hilfe eines Computers ausgewertet. Auf diese 
Weise wird die Zahl von Aggregaten, die einer be- 
stimmten Aggregatklasseangehoren, ermittelt. Diese 
Zahl erlaubt eine Aussage uber das AusmaR der Ag- 
glutination und die Quantif izierung des Analytes. Die- 35 
ses Verfahren erfordert eine genaue Auswahl geeig- 
neter Aggregatklassen sowie ein geeignetes Compu- 
terprogramm. Bei dem in der WO 84/04391 beschrie- 
benem MeRverfahren handelt es sich hauptsachlich 
um eine optisches Verfahren. 40 

Aufgabe der Erfindung ist die Schaffung eines 
einfachen immunochemischen Verfahrens, mit dem 
Analyte und partikulare Analyte in einer Flussigkeit 
nachgewiesen und bestimmt werden konnen. 

Gelost wird diese Aufgabe fur ein Verfahren 45 
durch die Merkmale im Anspruch 1 und fur eine Vor- 
richtung durch die Merkmale im Anspruch 24. 

Erf indungsgemaR zeigte sich, daR solche spezi- 
fischen quantitativen Bestimmungen unter Ausnut- 
zung des Ligandentests durchgefuhrt werden k6n- 50 
nen, wenn die spezif ische Bindungsreaktion in Anwe- 
senheit einer oder mehrerer signalvermittelnder Sub- 
stanzen auf bzw. benachbart zu einer Sensoroberfla- 
che durchgefuhrt werden. Hierbei wird die Zugang- 
lichkeit der Sensoroberflache fur die signalvermit- 55 
telnden Substanzen als Folge der spezifischen Bin- 
dungsreaktion eingeschrankt. 

Unter Ligandentest wird ein Test verstanden, der 
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fur die qualitative oder quantitative Messung eines 
Analyten die spezif ische Bindung des Analyten an ein 
Reagenz ausnutzt, beispielsweise Antigen-Antikor- 
per-Bindung, Hormon-Rezeptor-Bindung, Biotion- 
Streptavid in- Bindung oder Kohlehydrat-Lektin-Bin- 
dung. 

Zum Nachweis von Analyten in Flussigkeiten wer- 
den Sensoroberf lachen verwendet, die mit einer po- 
rosen Schicht uberzogen sind. Als signalvermittelnde 
Substanzen f inden partikulare Agenzien Anwendung, 
deren Durchmesser nicht groRer als die Pore n der po- 
rosen Schicht der Sensoroberflache sind, so daR die 
monomeren Partikel nahezu ungehindert an die 
Sensoroberflach gelangen konnen, wo sie aufgrund 
ihrer signalvermittelnden Eigenschaften zu einem 
MeReffekt fuhren. Die partikularen Agenzien besit- 
zen neben den signalvermittelnden auch fur den 
nachzuweisenden Analyten spezif ische, bindende Ei- 
genschaften. 

Wird die zu untersuchende Flussigkeit in Gegen- 
wart der signalvermittelnden Substanz mit der Sen- 
soroberflache in Kontakt gebracht, reagiertdernach- 
zuweisende Analyt spezif isch mit dem partikularen si- 
gnalvermittelnden Stoff. Die Reaktionsbedingungen 
sind so zu wahlen, daR ein Teilchen des Analyten mit 
mindestens zwei Teilchen des partikularen Agens 
reagiert, wobei ein Komplex aus mindestens zwei sol- 
cher Teilchen gebildetwird. Der so gebildete Komplex 
ist aufgrund seiner GroRe nicht mehr in der Lage die 
Poren der besagten porosen Schicht zu passieren, 
und gelangt also nicht auf die Sensoroberflache (Fi- 
gur 1, Weg a). 

Bef indet sich der nachzuweisende Analyt nicht in 
der Flussigkeit, findet keine Agglutination zwischen 
dem partikularen signalvermittelnden Stoff statt, so 
daR dieser ungehindert durch die porose Membran 
auf die Sensoroberflache gelangen kann (Figur 1, 
Weg b). 

Zum Nachweis partikularer Analyte werden Sen- 
soroberflachen eingesetzt, auf denen den Analyten 
spezifisch bindende Agenzien fixiert sind. Alternativ 
kann das bindende Agens an eine die Sensoroberfla- 
che uberziehenden porosen Schicht immobilisiert 
werden. Die PorengroRe dieser Schicht darf dabei 
nicht kleiner sein als die GroRe der Teilchen (lonen, 
Molekule, Komplexe), die die signalvermittelnde Sub- 
stanz darstellen. 

Wird die Sensoroberflache mit der zu untersu- 
chenden Flussigkeit in Kontakt gebracht, wird der 
nachzuweisende partikulare Analyt von den auf der 
Sensoroberflache angebrachten Liganden gebunden 
und bildet dort eine Schicht, die die freie Zuganglich- 
keit der Sensoroberflache fur die signalvermittelnde 
Substanz vermindert (Figur 2, Weg a). 

Enthalt die zu untersuchende Flussigkeit den 
nachzuweisenden Analyten nicht, wird die Zugang- 
lichkeit der Sensoroberflache fur die signalvermit- 
telnde Substanz nicht beeintrachtigt (Figur 2, Weg b). 
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Zur Verhinderung unspezifischer Reaktionen 
kann die Sensoroberflache nach der Fixierung des 
bindenden Agens derart behandelt werden, daft eine 
unspezifische Bindung von Substanzen an die Sen- 
soroberflache verhindert wird. Bei Antigen-Antikor- 5 
per-Bindungen kann beispielsweise die Sensorober- 
flache zunachst mit Antikorper als dem bindenden 
Agens belegt und anschliefiend mit Albumin zur 
Blockierung unspezifisch bindungsaktiverStellen be- 
handelt werden. 10 

Die hierbei verwendeten signalvermittelnden 
Substanzen zeigen keine spezifisch bindenden Ei- 
genschaften und brauchen nicht partikularerNaturzu 
sein, jedoch lalit sich die Sperrwirkung der Schicht 
der gebundenen partikularen Analyte durch Verwen- 15 
dung volumindser signalvermittelnder Substanzen 
vergroRern. Hierzu konnen die signalvermittelnden 
Substanzen z.B. an Latexpartikel gebunden werden. 

Als bindende Agenzien eignen sich alle Substan- 
zen, die zu einer spezifischen Bindung in der Lage 20 
sind; besondersgeignetsind Lectine, Antikorper, Hor- 
mon-Rezeptoren, Avidin oder Streptavidin. Da spezi- 
fisch bindende Antikorper fur nahezu jeden belieben 
Stoff uber Standardverfahren erhalten werden kon- 
nen, kommt diesen bei dem erf indungsgemafcen Ver- 25 
fahren eine besondere Bedeutung zu. 

Die PorengroRe der porosen Schichten auf der 
Sensoroberflache wird entsprechend der Grofie der 
als signalvermittelnde Substanzen eingesetzten par- 
tikularen Agenzien gewahlt. Geeignet sind z.B. Kapil- 30 
lar-Poren-Membranen (Nuclepore®), die mit genau 
definierten Porengrofien bis ca. 20 |xm erhaltlich 
sind, oder auch mikroporose Membranen auf Zellulo- 
sebasis. 

Als Detektionssysteme konnen sowohl elektro- 35 
chemische als auch optische Sensoren eingesetzt 
werden. 

In Fall der elektrochemischen Verfahren werden 
Sensoroberflachen aus einem elektrisch leitenden 
Material und als signalvermittelnde Substanzen elek- 40 
troaktive Material ien, vorzugsweise Redoxsysteme 
eingesetzt. 

Als Material fur die Sensoroberflache eignen sich 
alle elektrisch leitenden Stoffe, die sowohl metalli- 
scher als auch nichtmetallischer Natur sein konnen. 45 
Bevorzugtes Material fur die Sensoroberflache ist 
Glaskohle. Die Sensoroberflache kann auch als dun- 
ne Schicht auf einem planaren Substrat aufgebracht 
sein. 

Als signalvermittelnde Substanzen kommen vor- so 
zugsweise losliche Redoxsysteme in Betracht; be- 
sonders geeignet sind Ferrocen und seine Derivate, 
Hexacyanoferrat, Benzochinon oder Tetramethyl-p- 
phenylendiamin. 

Die partikularen signalvermittelnden Substanzen 55 
werden durch die Fixierung von elektroaktiven Mate- 
rial ien auf Partikeln, beispielsweise Latexpartikel n, 
gebildet. Besonders geeignet ist hier ebenfalls Ferro- 



cen. 

Die Bindung des nachzuweisenden Analyten an 
das partikulare signalvermittelnde Agens bzw. an die 
Sensoroberflache auliert sich in einer veranderten 
Stromspannungscharakteristik, die sich mit einer 
elektrochemischen MeRanordnung erfassen laRt. 
Hierzu eignen sich besonders Verfahren der Ampero- 
metrie oder der zyklischen Voltametrie. 

Fur die optischen Nachweisverfahren werden 
Sensoroberflachen aus optisch transparentem Mate- 
rial und als signalvermittelnde Substanzen lichtemit- 
tierende und/oder lichtabsorbierende Substanzen 
verwendet. Besonders geeignet sind Fluorochrome, 
beispielsweise Fluoreszein- oder Rhodamin-Deriva- 
te, Luminogene, beispielsweise Dioxetan derivate, 
oder Chromophore, beispielsweise Bromphenolblau 
oder Chlorphenolrot. 

Partikulare, signalvermittelnde Substanzen fur 
die optischen Verfahren werden durch die Fixierung 
von lichtemittierenden und/oder lichtabsorbierenden 
Substanzen auf Partikeln, beispielsweise Latexparti- 
keln gebildet. 

Die Bewegung von partikularen Agenzien zur 
Sensoroberflache lalit sich dadurch beschleunigen, 
dafi partikulare Agenzien mit magnetischen Eigen- 
schaften verwendet werden und gleichzeitig ein au- 
fieres Magnetfeld angelegt wird. Derartige partikula- 
re Agenzien erhalt man beispielsweise durch Uber- 
zug von magnetischen Partikeln, beispielsweise aus 
Ferrit, mit einem Polymer, beispielsweise Zellulose 
oder Latex. 

Die Bewegung der partikularen Agenzien zur 
Sensoroberflache laftt sich weiterhin durch Schwer- 
kraft, z.B. durch Zentrifugation, oder durch Ausnut- 
zung von Kapillarkraften, z.B. durch Verwendung po- 
roser Sensoroberflachen, beschleunigen. 

Die partikularen Agenzien konnen sowohl biolo- 
gischer Herkunft, bevozugt sind Zellen, oder kunst- 
lich hergestellt sein, bevorzugt sind Latexpartikel. 

Das beschriebene Verfahren eignet sich zum 
Nachweis bei iebiger Analyte. Besonders geeignet ist 
es zum Nachweis blutgruppenspezifischer Antigene 
auf Erythrozyten, Antikorpem gegen diese blutgrup- 
penspezifischen Antigene und definierter Zelltypen 
mittels spezifischer Antigene oder Kohlehydratstruk- 
turen auf der Zellmembran. 

Die Sensoroberflache kan n auf einem zur einma- 
ligen Verwendung gedachten Teil zusammengefafit 
werden, das zusatzlich auch die signalvermittelnde 
Substanz enthalten kann. Das einmal zu verwenden- 
de Teil wird in Kombination mit einem mehrfach zu 
verwendenden Meligerat eingesetzt. 

Im folgenden wird die Erf indung anhand von Bei- 
spielen erlautert. 

Beispiel 1 

Physikalische Adsorption von Antikorpern 
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Zum Nachweis partikularer Analyte wird von ei- 
nem Glaskohlerundstab (Fa. SIGRI GmbH, 
Meitingen, Deutschland) mit einem Durchmesser von 
6 mm eine etwa 5 mm dicke Scheibe abgeschnitten. 
Eine Seite der Scheibe wird poliert, die andere Seite 5 
wird mit einem Draht elektrisch leitend verbunden. 

Die polierte Seite der Glaskohlenscheibe wird in 
eine Pufferlosung (pH 9,5) getaucht, die etwa 1 
mg/ml Anti-A- bzw. Anti-B-Antikorper enthalt (mono- 
kionale Antik6rper des Typs IGM, gereinigt durch 10 
Affinitatschromatigraphie, Fa. Chembiomed, Edmon- 
ton, Alberta, Kanada). Nach Inkubation fur etwa eine 
Stunde wird die polierte Oberflache sorgfaltig mit 
Pufferlosung abgespiilt und fur eine weitere Stunde 
in einer Albuminlosung inkubiert(10 mg Albumin/ml). 15 
Nach der zweiten Inkubation wird erneut mit Puffer- 
losung gespult. 

Beispiel 2 

20 

Chemische Immobilisierung von Antikorpern 

Die chemische Immobilisierung von Antikorpern 
an die Glaskohleoberf lache erfolgt in an sich bekann- 
terWeise (G. A. Robinson et al., Biosensors 2 (1986) 
45). Wie in Beispiel 1 beschrieben, wird von einem 25 
Glaskohlerundstab (Durchmesser 6 mm) eine etwa 5 
mm dicke Scheibe abgeschnitten und eine Seite der 
Scheibe poliert, die andere Seite wird mit einem Draht 
elektrisch leitend verbunden. Die polierte Seite der 
Glaskohlescheibe wird durch Eintauchen in 10%iger 30 
Salpetersaure, die 2,5% K 2 Cr 2 0 7 enthalt, und Anle- 
gen einer Spannung von + 2,2 Volt, geschaltet gegen 
eine Standard-Kalomel-Elektrode, 10 Sekunden oxi- 
diert. Anschlieliend wird die Sensoroberflache mit 
Pufferlosung gespult und bei Raumtemperatur fur 80 35 
Minuten in einer 0,15 M 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholi- 
noethyl)-carbodiimid-p-methyltoluol-sulfonat-L6su 
ng (Sigma-Chemie, Deisenhofen, Deutschland) in 0,1 
M Acetatpuffer (pH 4,5) inkubiert. Nach erneutem 
Spiilen mit Pufferlosung wird die aktivierte Sensor- 40 
oberflache weiterbehandelt, wie in Beispiel 1 be- 
schrieben. 

Beispiel 3 

45 

Messung 

Zur Bestimmung des nachzuweisenden Analyten 
wird eine DurchfluBmefizelle verwendet, welche die 
mit Antikorpern beladene Sensoroberflache und eine 
Gegenelektrode enthalt; als Referenzelektrode dient 50 
eine Kaiomel-Elektrode. Die Strdmungsgeschwindig- 
keit des zu untersuchenden Mediums wird auf etwa 
2,2 ml/min eingestellt und mittels einer 
Potentiostatenschaltung der Sensor auf ein Potential 
von + 400 mV gegen die Referenzelektrode polari- 55 
siert. Mit einem Strom-Spannungswandler wird der 
iiber die Sensoroberflache flie&ende Strom gemes- 
sen und mit einem x-t-Schreiber registriert. 
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Die eigentiiche Messung erfolgt in sechs Schrit- 

ten: 

(i) Festlegen der Nullinie durch Spiilen derMeR- 
zelle fur etwa 60 Sekunden mit eine 0,1 5 M NaCI- 
Losung in Puffer (pH 7,5). 

(ii) Bestimmung des Referenzsignals durch Lei- 
ten einer etwa 2 mM-Ferrocenlosung in Puffer 
(pH 7,5, 0,15 M NaCI) durch die Melizelle. Es wird 
solange mit Ferrocenlosung gespult, bis die 
Stromstarke einen konstanten Wert erreicht, et- 
wa 2 Minuten. Hierbei wird ein deutlicher Anstieg 
des iiber die Sensoroberflache flielienden 
Stroms registriert (etwa 30 uA). 

(iii) Spiilen der Melizelle mit Puffer bis zum Errei- 
chen der Nullinie. 

(iv) Leiten von Vollblut der Blutgruppe Adurch die 
MefJzelle (bis zum Erreichen einer konstanten 
Stromstarke, etwa 2 Minuten). 

(v) Spiilen der Melizelle mit Puffer bis zum Errei- 
chen der Nullinie. 

(vi) Erneutes Leiten einer 2 mM Ferrocenlosung 
durch die MeRzelle und Registrieren der Strom- 
starke. 

Auswertung: 

Bei Verwendung des mit Antikorpern gegen die 
Blutgruppe A beschichteten Sensors liegt die regi- 
strierte Stromstarke (etwa 25 uA) deutlich unter dem 
Referenzsignal, bei Verwendung des mit Antikorpern 
gegen die Blutgruppe B beschichteten Sensors er- 
reicht die Stromstarke die Hone des Referenzsignals. 

Figur 1 zeigt schematisch den Nachweis von 
Analyten. Die mit einer porosen Schicht uberzogene 
Sensoroberflache wird in Gegenwart der signalver- 
mittelnden Substanzmitderzu untersuchenden Fliis- 
sigkeit in Kontakt gebracht. Enthalt diese den nach- 
zuweisenden Analyten, reagierterspezifisch mit dem 
partikularen signalvermittelnden Stoff (Weg a). Die 
dabei gebildeten Komplexe konnen aufgrund ihrer 
GroBe die Poren der porosen Schictht nicht mehr 
passieren. 

Enthalt die zu untersuchende Fliissigkeit den 
nachzuweisenden Analyten nicht, gelangt der parti- 
kulare Stoff ungehindert zur Sensoroberflache (Weg 
b). 

Figur 2 zeigt schematisch den Nachweis partiku- 
larer Analyte. Die mit einem den Analyten spezif isch 
bindenden Agenz, z.B. Antikorpern, besetzte Sensor- 
oberflache wird mit der zu untersuchenden Fliissig- 
keit in Kontakt gebracht. Enth§lt diese den nachzu- 
weisenden Analyten, wird er von dem bindenden 
Agenz an die Sensoroberflache gebunden, wo er ei- 
ne Schicht bildet, die die freie Zuganglichkeit der Sen- 
soroberflache fur die signalvermittelnde Substanz 
vermindert (Weg a). 

Enthalt die zu untersuchende Fliissigkeit den 
nachzuweisenden Analyten nicht, gelangt der parti- 
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kulare Stoff ungehindert zur Sensoroberf lache (Weg 
b). 

Figur 3 zeigt eine Schaltung zur Durchfuhrung 
des Verfahrens mit einem Kunststoffkorper 7, in den 
eine Meftkammer 8 eingeformt ist. Die Meftkammer 8 s 
wird von einer Bohrung gebildet, an deren eines Ende 
ein Zulauf 1 ansetzt. Das dem Zulauf 1 gegenuberlie- 
gende andere Ende ist durch den Kopf 4 einer Hilfs- 
elektrode 2 verschlossen. In der Zeichnung ist dies 
nur schematisch dargestellt. Die Hilfselektrode 2 ist 10 
ein zylindrisches Gitter aus elektrisch leitendem Ma- 
terial, das in die Meftkammer 8 eingesetzt ist. In ihrem 
Mantel ist eine erste Offnung 9 vorgesehen, durch die 
ein Kohlesensor 3 in die Meftkammer 8 gesteckt wer- 
den kann. 15 

Die Hilfselektrode 2 we ist eine weitere Offnung 
10 auf, an die ein Ablaufkanal 11 anschlieftt. In einer 
Ausfuhrungsform sind die Offnungen 9 und 10 unter 
90° zueinander angeordnet. Die Offnung 9 der Hilf- 
elektrode 2 f luchtet mit einer Bohrung, in die der Koh- 20 
lesensor 3 durch den Kunststoffkorper 7 gesteckt 
wird. Das freie Ende 30 des Kohiesensors 3 ragt aus 
dem Kunststoffkorper 7 heraus und dient zum An- 
schlieften einer Signalleitung 31 . Die Signalleitung 31 
fuhrt somit von dem Kohlesensor 3 zu dem negativen 25 
Eingang eines ersten Verstarkers 32, dessen positi- 
ver Eingang auf Masse liegt. Der Signalausgang des 
ersten Verstarkers 32 ist uber ein en Widerstand von 
mindestens 1 MQ an den negativen Eingang ruckge- 
koppelt. Parallel zu dem Widerstand liegt ein Konden- 30 
sator von etwa 100 nF. Auf diese Weise werden die 
vom Kohlesensor aufgenommenen Stromsignale in 
Spannungssignale von wenigen Millivolt bis zu etwa 
1 Volt umgewandelt und erscheinen fur die weitere 
Verarbeitung am Signalausgang. 35 

Der Ablaufkanal 11 ist uber eine Leitung 21 mit 
dem Gehause 22 einer Referenzelektrode 5 verbun- 
den. Das Gehause 22 weist einen Ablauf 6 auf. Die zu 
untersuchende Flussigkeit stromt somit vom Zulauf 1 
durch die Meftkammer 8 am Kopf des Kohiesensors 40 
3 vorbei, durch die Offnung 10 der Hilfselektrode 2 in 
den Ablaufkanal 11 und von diesem an der Referenz- 
elektrode 5 vorbei in den Ablauf 6. Die Referenzelek- 
trode 5 ist in einer Ausfuhrungsform eine Kalomel- 
elektrode, deren eines Ende uber eine Leitung 51 mit 45 
dem positiven Eingang eines zweiten Verstarkers 52 
verbunden ist. In der Leitung 51 liegt aufterdem ein 
serieller Vorwiderstand von 1 Mn. Der Ausgang des 
zweiten Verstarkers 52 ist auf seine n negativen Ein- 
gang ruckgekoppelt. In der Ausgangsleitung 53 des so 
zweiten Verstarkers 52 liegt ein weiterer Widerstand 
von 1 Mn, der mit seinem anderen Anschluft am ne- 
gativen Eingang eines dritten Verstarkers 42 liegt. Au- 
fterdem ist ermit einer Platte eines Kondensators von 
1 0 nF verbunden, dessen andere Platte an den Aus- 55 
gang des dritten Verstarkers 42 angeschlossen ist. 
Am positiven Eingang des dritten Verstarkers 42 lie- 
gen -400 mV. Die Ausgangsleitung 43 des dritten Ver- 
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starkers 42 ist an den Kopf 4 der Hilfselektrode 2 an- 
geschlossen. 

Die Referenzelektrode 5 soil immer auf 0 Volt lie- 
gen. Die Hilfselektrode 2 soli immer auf -400 mV lie- 
gen. Im wesentlichen bewirktdie Schaltung nun, daft 
zwischen der Hilfselektrode 2 und der Referenzelek- 
trode 5 eine Potentialdifferenz von -400 mV aufrecht- 
erhalten bleibt. Verandert sich das Potential der Re- 
ferenzelektrode 5, dann beeinflufttdies uber den drit- 
ten Verstarker 42 die uber die Leitung 43 an die Hilfs- 
elektrode 2 gelegte Spannung in der Weise, daft im- 
mer eine Potentialdifferenz von -400 mV aufrechter- 
halten wird. 

Es wird darauf hingewiesen, daft in den Kunst- 
stoffkorper 7 so viele Kohlesensoren 3 eingesetzt 
sein konnen, wie beis pie Is weise Blutgruppen nach- 
gewiesen werden sollen. Auf diese Weise kann der 
Nachweis fur mehrere Blutgruppen gleichzeitig erfol- 
gen. Es ist klar, daft dann fur jeden weiteren Kohle- 
sensor ein weiterer Verstarker vorgesehen sein muft. 
Die Verstarker sind im ubrigen alle vom Typ AD 545. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Analyten in Fliis- 
sigkeiten nach dem Prinzip des Ligandentests, 
dadurch gekennzeichnet, daft eine mit einer po- 
rosen Schicht uberzogene Sensoroberflache mit 
einer Flussigkeit in Kontaktgebracht wird, die ne- 
ben dem nachzuweisenden Analyten ein oder 
mehrere partlkulare Agenzien enthalt, die sowohl 
signalvermittel nde als auch fur den Analyten spe- 
zifisch bindende Eigenschaften aufweisen, 

- daft die Poren der porosen Schicht nicht 
kleiner als der Durchmesser der Partikel 
der partikularen Agenzien gewahlt werden 
und den Durchtritt monomerer Partikel der 
partikularen Agenzien an die Sensorober- 
flache gestatten; 

- dafi der nachzuweisende Analyt mit minde- 
stens zwei Partikeln der partikularen Agen- 
zien eine spezif ische Bindung eingeht, wo- 
bei ein Komplex aus mindestens zwei Par- 
tikeln der partikularen Agenzien entsteht, 
der aufgrund seiner GroBe die Poren der 
besagten porosen Schicht nicht mehr pas- 
sieren kann; und 

- dali der Sensor die Menge der auf seiner 
Oberflache gelangten Partikel der partiku- 
laren Agenzien aufgrund der signalvermit- 
tel nden Eigenschaften feststellt. 

2. Verfahren zum Nachweis partikularer Analyte in 
Fliissigkeiten nach dem Prinzip des Liganden- 
tests, dadurch gekennzeichnet, daft der nach- 
zuweisende partikulare Analyt an ein den 
Analyten spezifisch bindendes Agens gebunden 
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wird, das auf einer Sensoroberflache oder be- 
nachbart zu einer Sensoroberflache immobili- 
siert ist, und dafi die Flussigkeit eine oder meh- 
rere signalvermittelnde Substanzen enthalt, wo- 
bei die Zuganglichkeit der Sensoroberflache fur 5 
die signaivermittelnde(n) Substanz(en) durch die 
von dem fixierten Agens gebundenen Partikel 
des partikularen Analyten eingeschrankt wird, so 
dali sich die direkte Umgebung der besagten 
Sensoroberflache in einer durch den Sensor 10 
mefitechnisch erfa&baren Weise andert 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als Sensoroberflache ein elek- 
trisch leltendes Material verwendet wird und dafi 15 
als signalvermittelnde partikulare Agenzien mit 
Redoxsystemen gekoppelte Partikel verwendet 
werden. 

Verfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, dafi als Sensoroberflache ein elek- 
trisch leitendes Material verwendet wird und dafi 
als signalvermittelnde Substanzen Redoxsyste- 
me verwendet werden und dafi sich die Ande- 
rung der direkten Umgebung der Sensoroberfla- 25 
che in einer veranderten Strom- 
Span nungscharakteristik aufiert. 

Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi als Sensoroberflache Glas- 30 
kohle verwendet wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dafi als signalvermit- 
telndes partikulares Agens auf Partikel fixiertes 35 
Ferrocen oder als signalvermittelnde Substanz 
Ferrocen verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Sensoroberflache aus ei- 40 
nem optisch transparenten Material hergestellt 
wird und dafi als signalvermittelnde partikulare 
Agenzien oder als signalvermittelnde Substan- 
zen lichtemittierende und/oder lichtabsorbieren- 
de Stoffe verwendet werden. 45 

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als signalvermittelnde partikulare 
Agenzien oder als signalvermittelnde Substan- 
zen Fluorochrome oder Luminogene oder Chro- so 
mophore verwendet werden. 

Verfahren gemafi einem der Anspruche 2 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Volumen der 
signalvermittelnden Substanzen durch Bindung 55 
an partikularer Stoffe vergrofiert und so die 
Sperrwirkung verstarkt wird. 



1 0. Verfahren gemafi Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als partikulare Stoffe Latexpartikel 
verwendet werden. 

11. Verfahren gemafi einem der Anspruche 2 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Sensorober- 
flache nach Immobilisierung des bindenden 
Agens derart behandelt wird, dafi eine unspezifi- 
sche Bindung des Analyten an die Sensorober- 
flache verhindert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dafi ais nachzuwei- 
sender Analyt oder als an die Sensoroberflache 
fixiertes Agens ein Antikorper oder ein Antigen 
verwendet wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als nachzuweisender Analyt oder 
als fixiertes Agens ein blutgruppenspezif ischer 
Antikorper oder ein blutgruppenspezif isches An- 
tigen verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das bindende 
Agens auf einer die Sensoroberflache uberzie- 
henden porosen Schicht fixiert wird, deren Po- 
rengrofie nicht kleiner als die Grofie der Teilchen 
der signalvermittelnden Substanz ist. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Bewegung 
der Partikel der partikularen Agenzien zur Sen- 
soroberflache durch Schwerkraft beschleunigt 
wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Bewegung der Partikel der 
partikularen Agenzien durch Zentrifugation be- 
schleunigt wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13 
(14), dadurch gekennzeichnet, dafi die Bewe- 
gung der Partikel der partikularen Agenzien oder 
der signalvermittelnden Substanzen zur Sensor- 
oberflache durch Kapillarkrafte beschleunigt 
wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Kapillarkrafte durch eine poro- 
se Sensoroberflache hervorgerufen werden. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dafi partikulare 
Agenzien mit magnetischen Eigenschaften ver- 
wendet werden und dafi die Bewegung der Par- 
tikel der partikularen Agenzien zur Sensorober- 
flache durch Anlegen eines magnetischen Feldes 
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beschleunigt wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dad als partikulare 
Agenzien Zellen oder andere Partikel biologi- 5 
scher Herkunft verwendet werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dad ais Ausgangs- 
stoffe fur die partikularen Agenzien Latexpartikel 10 
oder andere kunstliche hergestellte Partikel ver- 
wendet werden. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Sensorober- 15 
flache als dunne Schicht auf einem planaren 
Substrat aufgebracht wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, da& die Sensorober- 20 
flache oder/und die sie uberziehende porose 
Schicht nach erfolgter Messung regeneriert wird 

und fur weitere Messungen verwendet werden 
kann. 

25 

24. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspruche 1 bis 23, mit einer 
Meftkammer (8), die einen Zulauf (1), eine mit ei- 
nem Ablaufkanai (11) verbundene Offnung (10) 

und eine in die MeRkammer (8) eingesetzte Hilfs- 30 
elektrode (2) aufweist, die an den Ausgang eines 
dritten Verstarkers (42) angeschlossen ist, wah- 
rend eine im Stromungsweg des Ablaufkanals 
(11) liegende Referenzelektrode (5) an den Ein- 
gang eines zweiten Verstarkers (52) angeschlos- 35 
sen ist, dessen Ausgang auf einen Eingang des 
dritten Verstarkers koppelt, und mit einem Sensor 
(3), der durch die Wand der Hilfselektrode (2) ein- 
gesetzt und an einen Eingang eines ersten Ver- 
starkers (32) angeschlossen ist, dessen Ausgang 40 
einen Signalausgang der Vorrichtung bildet, 
dadurch gekennzeichnet, dali die Sensorober- 
flache oder die Sensoroberflache und die sie 
uberziehende porose Schicht und das darauf im- 
mobilisierte bindende Agens auf einem zur ein- 45 
maligen Verwendung gedachten Teil zusammen- 
gefafMsind. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dali das zur einmaligen Verwen- so 
dung gedachte Teil zusatzlich das signalvermit- 
telnde Agenz oder die signalvermittelnde Sub- 
stanz enthalt. 
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Fig. 2 
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